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USO DE UNA FOSFOLIPASA Ai PARA LA PREPARACION DE 
COMPOSICIONES FARMACEUTICAS Y/O COSMETICAS PARA LA 
PREVENCION Y/O EL TRATAMIENTO LOCAL Y/O SISTEMICO DE 
ENFERMEDADES Y/O PROCESOS PROVOCADOS POR PATOGENOS INTRA Y 
EXTRACELULARES QUE EXPRESEN FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA 
Campo de la Invention 

Esta invention esta relacionada con el uso de ciertas fosfolipasas, SPLA2 en la 
formulation y preparation de composiciones farmaceuticas, respectivamente cosmeticas. 
Particularmente, esta invention esta relacionada con uso de las SPLA2, particularmente con 
las sPLA 2 -II del veneno de Crotalus durissus terrificus, en la formulaci6n y preparation de 
composiciones para el tratamiento de patogenias mediadas indistintamente por germenes 
y/o celulas animales y humanas modificadas, que expresan fosfolipidos de membrana, tal 
como glicerofosfolipidos. Entre dichos germenes y celulas se destacan celulas tumorales, 
celulas transformadas por pat6genos intracelulares y, ademas, germenes extracelulares 
tales como estreptococos y neumococos. Entre otros germenes encontramos los virus en 
general y, particularmente, los virus de la inmunodeficiencia humana VIH-1 y VIH-2, las 
bacterias, tales como microbacterium tuberculosis y leprae, y parasitos del genero 
Plasmodium y leishmania. 
Antecedentes de la Invenci6n 

A pesar de su toxicidad, los venenos de ciertos ofidios, por ejemplo, de las especies 
agresivas como Naja nigricolis, Naja naja atra, Crotalus durissus terrificus y de batracios 
como Bothrops asper, etc., ban sido considerados utiles no solamente para la preparation 
de sueros antiofidicos, y tambten el tratamiento de ciertas algias (la). 
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Por otra parte, y como resultado de investigaciones vinculadas con el tratamiento de 
tumores, se ha extendido su campo de aplicacion para obtener ciertas fracciones y farmacos 
de inesperada especificidad en t&nicas de carcinoterapia (la), especificidad y eficacia 
incrementada en combination con otros venenos o fracciones de los mismos provenientes 
de fuentes diferentes (2a). 

Dichas investigaciones han conducido al aislamiento e identificaci6n de un factor o 
componente depositario de la actividad oncol6gica; se trata de una 2-fosfolipasa segregada, 
v. gr., la fosfolipasa A 2 segregada (sPLA 2 )-(2), cuya actividad anti-oncog&iica ha sido 
confirmada y demostrada por Luis A. Costa y col. (3a). 

El campo de aplicacidn de las sPLA 2 aisladas de los venenos de las especies 
mencionadas y de los venenos nativos se ha ampliado con las investigaciones conducidas 
por David Fenard y col. (4) quienes han verificado que ciertas fosfolipasas A 2 aisladas de 
otros vectores como Naja naja mossambica, Naja nigricolis, tienen potente actividad 
inhibitoria tanto de la replicaci6n como de la capacidad invasiva de HIV-1 y HIV-2 en 
funcion del bloqueo de ciertos receptores membranales de las celulas humanas. Se trata del 
descubrimiento que estas lipasas actuan en funcion de mecanismos diferentes a los 
antiretrovirales hasta ahora conocidos y aplicados, proclive al mejoramiento de los 
tratamientos actuates reduciendo la tasa de resistencia. 

Este hallazgo y su confirmation experimental ofrecen una innovaci6n importante en 
el tratamiento y profilaxis de infecciones virales mediadas por el VIH-1 y el VHI-2. No 
obstante, sus resultados no son extrapolables, pues no autorizan a concebir y confirmar que 
todas las sPLA 2 tienen o comparten la actividad inhibitoria hallada por Fenard et al. (22). 
Para el caso de la Naja Naja mossambica, esta limitation est£ ilustrada en la pagina 2, 
Uneas 1 a 10 (op. cit) reiterada en la p&gina 9, Hneas 1 a 4 de la misma publication. 



WO 02/085391 



PCT7ES02/00198 



Las fosfolipasas A 2 (PLA2) son enzimas que catalizan la hidrolisis de los acidos 
grasos en la posicion sn-2 de los fosfogliceridos (1,2) de las membranas de celulas y tejidos 
de mamiferos (3). Se distinguen dos familias de sPLA 2 (4): citosolicas (cPLA2), de 
PM>85 kDa) asociadas con el metabolismo de ciertos acidos grasos: v. gr. el acido 
araquidonico (5) y segregadas (sPLA2), de PM^- 14-28 kDa activas en el medio 
extracelular, asociadas con la patogenia de procesos infecciosos/inflamatorios; entre ellas: 
sPLA 2 -HA y sPLA 2 -IB, reconocidas en Mas secreciones sinovial y pancreatica 
respectivamente. Especificamente, las SPLA2-H catalizan la hidrolisis de los 
glicerofosfollpidos, separando el acido graso de la posicion 2 y formation de los 
lisofosfogliceridos, hidrolizables en una etapa siguiente por lisofosfolipasas especificas y 
separacion del acido graso restante. 

En el esquema siguiente, se ilustran las etapas enzimaticas que concurren en la 
biodegradacion de los fosfogliceridos: (5a) 
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(fosfolipasas Ai, A 2 , C, D) Ai y A2: dcidos grasos (comunmente A 2 es el £cido oleico 0 el 

acido araquid6nico) 

R + : resto de un aminoalcohol (serina, colina, etanolamina) 
Las sPLA 2 asumen un papel importante en diversos procesos esenciales para la 
vivencia de los mamiferos; entre ellas las respuestas inmunol6gicas en procesos 
infecciosos, por lo cual a dichas enzimas se les ha asignado un papel primordial en ciertas 
terapias relacionadas con el tratamiento de patologias infecciosas. Conforme a esta 
interpretation, las sPLA 2 -II asumirian el papel de puente entre los mecanismos de 
inmunidad nata y adquirida como factor activador de la produccion de IFN-y inducida o 
mediada por la IL-2 en linfocitos (24) y como el IFN-y induce la produccion de las 
sPLA 2 en general (25, 26), se considera la existencia de ciclos de realimentacion entre IFN- 
y e IL-2, determinante de una posible actividad terap&itica, para patologias infecciosas. 

Las sPLA 2 -II humanas se producen principalmente en el higado, proceso mediado 
por citoquinas proinflamatorias; v gr. IL-1 e IL-6 y el factor de necrosis tumoral (TNF-a). 
Ademas, las sPLA 2 interaccionan con receptores tipo N(3) expresados en el cerebro, por 
ejemplo de gran afinidad con ciertos venenos de abejas, y tambi&i receptores del tipo M, 
expresados en el cerebro y pulmones respectivamente. Los receptores M tienen una 
elevada homologia con los receptores de manosa expresados por los macr6fagos que 
provocan la activacion fagocitica, produccion de citoquinas en los macrofagos, lo cual 
sugiere la activacion de los macr6fagos por la sPLA 2 -IA, veneno de cobra, Naja 
mossambica y sPLA 2 -IIA. Ademas, dichos receptores configuran una diana fisiol6gica 
para las sPLA 2 -IB y IIA. 
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Por otra parte, de las sPLA 2 -II, existe suficiente information demostrativa de la 
importancia de estas enzimas en la regulation de los mecanismos de homeostasis en 
diversos 6rganos ante ciertas infecciones, entre otras agresiones, por lo cual se le asigna a 
las SPLA2-II cierta participation en la inmunidad innata (5) en funcion de: 
1°) Gran parte de la actividad bactericida de las tegrimas es debido a su elevado contenido 
en sPLA 2 -II (6, 7). En las lagrimas, dicho contenido es de 1451,3 \igfL (8) y en el Hquido 
seminal del orden de 15000 jig/L (9), valores indicativos de una protecci6n antibacteriana, 
posiblemente en combinacidn con otras proteinas bactericidas, lactoferrina, etc. 
2°) La presencia de SPLA2-II producidas por las c^lulas epiteliales secretoras de la pr6stata 
indicativas de una posible fiinci6n bactericida 0 viricida en el Hquido seminal 
3°) Las importante actividad catalitica de las sPLA 2 sobre fosfolipidos bacterianos, no 
citotoxica, para los macr6fagos (4), que sugiere cierta incapacidad de las SPLA2-II para, en 
condiciones fisio!6gicas, agredir al yo. 

4°) Los ratones deficientes en SPLA2 son sensibles a infecciones mediadas por S. aureus, 
pero los ratones transgenics para SPLA2 tienen incrementada la resistencia frente al mismo 
germen (5). 

Ademas, el papel positivo de las SPLA2-II en ciertos mecanismos de resistencia 
antiinfecciosa, se considera posible, dado que pacientes con infecciones severas (peritonitis 
y septicemia) tienen niveles significativamente m£s elevados de SPLA2-II que los pacientes 
con cuadros inflamatorios sin infection, indicativos de una respuesta positiva para eliminar 
a los agentes infecciosos. Adem£s, en pacientes con quemaduras extensas, los niveles de 
sPLA 2 aumentan s61o cuando aparece infecci6n, lo cual excluye la intervenci6n de factores 
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o mediadores propios del paciente, y confirmaria la participaci6n de factores propios del 
agente infeccioso, posiblemente lipopolisacaridos (LPS) bacterianos de membrana. 

Este hipotetico papel antimicrobiano de las SPLA2-II ha sido confirmado en 
diferentes experiencias: (i) la SPLA2-II de los fluidos inflamatorios tiene potente actividad 
bactericida frente a bacterias Gram positivas (18) en respuesta a la actividad de la 
membrana bacteriana; y los efectos aditivos demostrados de sPLA 2 -II frente a los 
antibioticos p-lactamicos utilizados en dosis subinhibitorias (10). Ademas, se ha 
demostrado que: i) in vitro e in vivo (5) el poder bactericida de las SPLA2-II frente al S. 
aureus (5); y ii) que el suero de bovinos infectados con E. coli posee importante actividad 
bactericida frente a S. aureus, Streptococcus pyogenes y E. coli encapsulado, atribuible a la 
sPLA 2 -II (11) debidos al bloqueo por anticuerpos monoclonales dirigidos contra la sPLA 2 - 
II humana y restauraci6n por la adici6n de la misma. 

Resumiendo: ciertas sPLA 2 -II poseen actividad innata antiinfecciosa no dirigida 
contra todos los germenes conocidos: bacterias, virus, hongos, y parasitos; v. gr.: frente a 
bacterias Gram-positivas, las SPLA2-II actuan directamente; sin embargo, por sf solas no 
tienen actividad germicida frente a bacterias Gram-negativas, atribuible a su incapacidad 
para atravesar las membranas celulares, la red laminar de peptidoglicanos protectora de los 
fosfolipidos membranarios (20); si esa pared es destruida por otros factores plasmaticos del 
hu^sped, presentes en el medio, las sPLA 2 -II son germicidamente activas, aun a bajas 
concentraciones. Uno de dichos factores es la proteina bactericida que incrementa la 
permeabilidad ("bactericidal/permeability-increasing protein" (BPI)) y el complejo de 
ataque a la membrana perteneciente al sistema del complemento. 
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Se ha demostrado ademas la intervenci6n de sPLA 2 en casos de malaria y en 
infecciones mediadas por hongos, que sugiere la participaci6n de estas enzimas en la 
patogenia o en la resistencia frente a infecciones ftngicas y parasitarias. Dado que las 
sPLA 2 -H inducen la producci6n end6gena de la enzima lisosomal p-glucuronidasa, siendo 
esta la responsable de la degradation de algunos parasites intracelulares, es posible 
entender el posible papel terapeutico de las sPLA 2 -II en algunas infecciones provocadas por 
los mismos. 

Resultados de recientes experiencias relacionadas con la actividad inhibitoria in 
vitro de ciertas sPLA 2 obtenidas del veneno de animates sobre el VIH (vide supra Fenard y 
col.), donde solamente cuatro de once sPLA 2 probadas parecen proteger a ciertas celulas de 
la replicaci6n del VIH-1 (12), esas cuatro sPLA 2 activas que provenian de venenos de 
animales pertenecen al grupo sPLA 2 -II, cabe destacar que ni la porcina (pancreatica, IB), 
ni las humanas recombinantes (pancreatica, grupo IB y grupo IIA) manifiestan efecto 
antiviral alguno (22); y dichas sPLA 2 -II activas se aislaron del veneno de abejas y cobra 
Naja mossambica mossambica, la taipoxina y la nigexina de la cobra Naja nigricollis, 
ademas de la crotoxina de la Crotalus durissus terrificw, cuya actividad anti-VIH ha sido 
evaluada por los Solicitantes (13). 

De esos estudios, se deduce una serie de hechos fundamentales para comprender la 
actividad biol6gica de las sPLA 2 : 

1°) Que los efectos viricidas de las sPLA 2 son selectivos. No todas las sPLA 2 
tienen actividad frente al HIV, diversidad demostrada por la experiencia siguiente: el 
estudio con anticuerpos monoclonales dirigidos frente a la sPLA 2 -II humana revela que no 
existen reacciones cruzadas con la PLA 2 pancreatica humana ni con la PLA 2 del veneno de 
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Crotalus durissus terrificus y, ademds, las SPLA2-H de mamimeros no 
interfieren con la actividad anti-VIH de las obtenidas de animates (12). 

2°) A pesar que la membrana del VIH comprende esencialmente 
glicerofosfoh'pidos, principal sustrato de las SPLA2, su actividad anti-VIH no es debida a 
efectos cataliticos sobre los Hpidos de la membrana del virus, pues responden a 
interacciones sobre receptores especificos presentes en la membrana del VIH. 

Algunas fosfolipasas sin actividad catalitica, como es el caso de la Ba IV del veneno 
de Bothrops asper, tienen d6bil efecto anti-VIH, y la adici6n de inhibidores de la sPLA 2 no 
tiene ningun efecto sobre la infecci6n de c61ulas; adem&s, la actividad anti-HIV de las 
sPLA 2 no se debe a efectos citotoxicos sobre las cSlulas infectadas (12, 13). Aqui se 
deduce que las sPLA 2 con actividad anti-VIH fiincionan con receptores especificos. Estos 
receptores parecen ser del tipo N, que se expresan en tejidos y c61ulas, incluyendo las 
inmunoldgicas (3). Adem&s, otras experiencias indican que los efectos anti-VIH de ciertas 
sPLA 2 est£n asociados con otros receptores N. 

3°) Algunos ensayos demuestran que las sPLA2-II actiian despues de la uni6n del 
virus a las celulas pero antes de la liberaci6n del complejo de transcripci6n reversa (CTR). 

Cabe recordar que las sPLA 2 -II activas frente a VIH no interfieren con la uni6n 
CD4/gp 120, ni con la formaci6n de sincitios celulares y, a pesar de ello, son potentes 
inhibidores de la entrada del virus a las celulas. Estos ultimos efectos, evaluados por la 
detection intracitosolica de Gag p24, son similares a los obtenidos con la quimioquina 
SDF-1 que bloquea esa unidn. Por lo tanto, algunas sPLA 2 parecen responder a su 
capacidad para prevenir la disociaci6n del CTR del viri6n en la membrana de las celulas 
infectadas, impidiendo que este complejo alcance el micleo celular. Sin embargo, se 
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desconocen los acontecimientos que suceden desde que las SPLA2-II se ligan al receptor N 
con el fin de impedir la disociacion del complejo RT (2). 

Esto es interpretado por los solicitantes como que los efectos anti-VIH de las 
SPLA2 estdn relacionados con los procesos de fusion del virus a la membrana celular del 
hu^sped, pues es la infection por VIH-1 se sabe que se inicia con la interaction del 
complejo gpl20/gp41 de la membrana viral con al menos dos receptores de la c61ula 
huesped: el receptor CD4 y un miembro de la familia de receptores para quimioquinas; 
luego, el complejo gpl20/gp41 en respuesta a cambios conformacionales que conducen a la 
fiision de la membrana viral con la membrana de la c61ula huesped. Luego, sobreviene la 
liberation del CTR, que migra hacia el nucleo celular llevando toda la informaci6n 
necesaria para iniciar la sintesis del ADN proviral, despuSs de la integration en el ADN del 
huesped. 

Las bases moleculares del tropismo especifico del VIH-1 residen en la capacidad 
del gpl20 / para interaccionar con un receptor de la familia de quimioquinas; de modo que 
las cepas de VIH-1 con tropismo por los macr6facos se replican en ellos y en cSlulas 
TCDA4+ mediante la union al receptor CCR5, son los denominados virus R5. Por el 
contrario, las cepas que muestran tropismo por linfocitos T, se replican en linfocitos 
TCD4+ a trav6s de los receptores de quimioquinas CXCR4, son los virus X4. 
Normalmente, los virus R5 no inducen la formation de sincitios celulares, mientras que los 
virus X4 si lo hacen. 

La importancia patog&iica y terap6utica de los receptores para quimioquinas tienen 
suficiente sustento experimental pues el uso de derivados de quimioquinas CC 0 CXC, o de 
pequenas moleculas que se unen a diferentes co-receptores, se comportan como inhibidores 
del VIH. 
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De la observaci6n detallada de los procesos de fusion celular mencionados y de los 
efectos secundarios de las terapias antirretrovirales, se deducen posibles mecanismos por 
los cuales algunas sPLA 2 podrian tener efectos anti-VIH. Los nuevos avances sobre la 
fisiopatologia de la infecci6n por VIH-1 han puesto en evidencia que, ademds de los 
receptores ya citados, algunas sustancias, tales como el colesterol, funcionan como 
coreceptores para los receptores de quimioquinas, pues la destruction del colesterol de la 
membrana de las c&ulas huSspedes por ciclodextrinas, evita la formation de sincitios 
celulares, y la infecci6n in vitro por virus R4 y vims R5 (14). Teniendo en cuenta que la 
afinidad entre la sPLA 2 -II del veneno de Crotalus durissus terrificus por el colesterol (15), 
es posible concebir que al menos en parte la actividad anti-VIH de dicha sPLA 2 -II (13) es 
debida a su capacidad para modificar bloquear estos coreceptores del colesterol. 

Otro aspecto importante en la infection por VIH, y el hipot&ico papel jugado por 
las SPLA2, esta relacionado con la funcion de la ciclofilina A (CypA). Esta protefna 
isomerasa del huesped y presente en la cubierta del VIH-1 favorece la disociaci6n del CRT 
de la misma, con lo cual el CRT alcanza el nucleo celular. Otros autores han demostrado 
que la CyPA favorece la union del VIH-1 a las c&ulas del huesped gracias a su capacidad 
para fijarse a heparanos, a traves de dominios ricos en restos bdsicos similares a los motivos 
que ligan la heparina; luego, tendria lugar la fusion del gp 120/CD4. Pues bien, dada la 
afinidad de las sPLA 2 a los heparanos, se entiende que estas enzimas podrian interferir en la 
union del HIV a la membrana de la celula del huesped. Por consiguiente, ciertas sPLA 2 -II 
de mamiferos o de venenos de animales tienen efectos germicidas sobre bacterias, hongos y 
parasitos, sea directamente mediados por efectos cataliticos de las sPLA 2 -II sobre las 
membranas celulares, en respuesta a su enlace con receptores especificos de las 
membranas. No obstante, y a pesar de la mas que posible participation de las sPLA 2 -II en 
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la patogenia de algunas enfermedades viricas, ninguna de las SPLA2-II humanas estudiadas 
muestra actividad directa frente al VIH (12). No obstante, ciertas SPLA2-II aisladas de 
venenos de animates, v. gr.: abejas, de Naja mossambica mossambica, Naja nigricollis, 
Bothrops asper (12) y Crotalus durissus terrificus (13) tiene potente actividad anti-HIV. 
De ellos y por ejemplo la de Crotalus durissus terrificus, incluso posee efectos positivos 
frente a tumores sospechosos de una posible etiologia viral. Segun hemos senalado, el (los) 
mecanismo(s) por los cuales las SPLA2-H se comportarian como inhibidores de la 
replicaci6n del VIH se debe(n) a su capacidad para fijarse al colesterol y a heparanos de las 
membranas celulares del hu&ped, impidiendo asi la fijaci6n de quimioquinas y de CyPA de 
la cubierta de virus. Por lo tanto, y esto constituye el fiindamento de la presente invention, 
esta actividad antimicrobiana, y sobre todo antiviral, de ciertas SPLA2-II se deberia a 
efectos germicidas ya conocidos (vide supra) y teniendo en cuenta la extraordinaria 
ubicuidad y diversidad operativa de algunas SPLA2-II, los solicitantes consideran que 
algunas estan ligadas estrechamente con la puesta en marcha y/o mantenimtento de 
respuestas inmunol6gicas especificas, lo que haria de las SPLA2-II unas enzimas capaces de 
actuar como verdaderos puentes de uni6n entre los mecanismos de inmunidad innata 
(natural) y adaptativa o adquirida (especifica). 

En relacidn con esta hipdtesis, es evidente que la SPLA2-II colabora activamente en 
la production de interfer6n gamma (IFN-y) inducido por interleuquina 2 (IL-2) en los 
linfocitos (34). A su vez, el IFN-y induce la producci6n de PLA2, lo que parece traducirse 
en la creation de un circuito de retroalimentacion entre ambos mediadores, que se extiende 
mientras permanece la presencia de endotoxina, lo cual explicaria la correlation entre los 
niveles de ambos mediadores durante la sepsis letal provocada por bacterias Gram 
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negativas. Dada la capacidad de IFN-y para autoamplificarse en sitios lejanos a los de su 
origen, se puede entender el catheter de afectacion sistSmica provocado por el proceso 
s^ptico, teniendo en cuenta el IFN-y en la resistencia antibacteriana y antiviral, puede 
explicarse que su incremento potencia la resistencia antiinfecciosa del huesped. No 
obstante, resulta ahora evidente el papel del IFN-y en la puesta en marcha de respuestas 
especificas mediadas por linfocitos T "helper" 1 (Thl), que claramente parece asociar las 
sPLA 2 con los mecanismos de inmunidad adaptativa. 

Finalmente, no cabe hoy duda alguna sobre el importante papel de las celulas 
"natural killer" (NK) en los mecanismos de resistencia del huesped frente a la agresion. 
Dado que se conoce su actividad antibacteriana y antiviral, adem£s de su participation en 
los mecanismos de resistencia antitumoral, fiindamentalmente antimetastasicos. 
Igualmente, las celulas NK actiian como verdaderos puentes de uni6n entre los mecanismos 
de inmunidad innata e inmunidad adaptativa. 

La activation de las celulas NK es desencadenada por numerosos factores 
endogenos; entre ellos: las interieuquinas 1 (IL-1), 2 (IL-2) y 12 (IL-12) y los interferones 
alfa (IFN-ot) y gamma (IFN-y), entre otras citoquinas. En lo que concierne a la posible 
relation entre las SPLA2 y las c61ulas NK, se conoce que el tratamiento con algimos 
inductores de PLA2 provoca una reacci6n inflamatoria capaz de inducir la regresi6n de 
gliomas experimentales en ratas. 

Ademds, la regresi6n tumoral coincide con incrementos en los niveles de PGE2 y 
de leucotrieno B4 (LTB4), asi como con la presencia de infiltrados de celulas NK en el sitio 
de la regresion tumoral (16), lo que, cuando menos, sugiere la capacidad de las sPLA 2 o de 
los metabolites por ellas producidos (PGE2 y/o LTB4) para movilizar celulas NK al sitio 
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tumoral. Mas recientemente, otros autores han demostrado la participation de la PLA2 y de 
algunos metabolitos, fundamentalmente LTB4, en los mecanismos de lisis celular mediados 
por celulas NK (31), En este sentido, el mismo grupo describe en otro estudio c6mo la 
ocupacion del receptor CD 16 de las celulas NK provoca en ellas la activation de CPLA2 y 
la secretion de SPLA2, si bien ambas PLA 2 no parecen jugar un papel relevante en la 
liberation de los giinulos, que son los responsables de la lisis de la c61ula diana (18). Por 
el contrario, la ocupacion de otro receptor NK (el NKR-P1 A) provoca los mismos efectos 
sobre las PLA2 citadas (citosdlica y segregada) pero con liberation de los grinulos 
encargados de la funcion litica de las celulas NK (19). Finalmente, otros autores clarifican 
esta situation demostrando que la activacion de las celulas NK es primeramente 
desencadenada por la presencia de lisofosfoh'lipidos: lisofosfatidilcolina, £cido 
araquid6nico, o productos de la via de la lipoxigenasa presentes en las membranas de las 
celulas diana, lo que posteriormente conduce a la activacion de cPLA 2 y de sPLA 2 en las 
celulas NK con la consiguiente liberaci6n de los granulos (20). En suma, las SPLA2 
producidas por las propias celulas NK juegan un papel primordial en los mecanismos de 
activaci6n de las mismas. Sin embargo, no existen en la bibliografia consultada datos que 
demuestren que la adici6n ex6gena de sPLA 2 sea capaz de activar las celulas NK, en la 
presente solicitud, sPLA 2 proveniente del veneno de Crotalus durissus terrificus, entre 
otros linfocitos efectores. Los datos obtenidos en las experiencias que se detallan mas 
adelante son suficientes para explicar y justificar esa actividad antiinfecciosa. 

De la interpretation y evaluation de las experiencias del arte previo, consideradas y 
evaluadas en el texto precedente, complementada con la tarea experimental conducida por 
los Solicitantes, resumida en el Ejemplo 1 y las Tablas y Grificos siguientes, resulta una 
nueva aplicacion de ciertas fosfolipasas A2, especificamente de la sPLA 2 del veneno 
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Crotalus durissus terrificus como agente de composiciones para tratar estados infecciosos 
mediados por microorganismos, cuya membrana comprende glicerofosfoh'pidos como 
componente estructural. 

Cabe agregar que, en los mamiferos, la sintesis de los fosfolfpidos, los 
fosfogliceridos en esfingolipidos, ocurre esencialmente en la superficie del reticulo 
endoplasmitico, en parte los fosfolipidos sintetizados quedan retenidos en la superficie de 
dicha estructura reticular, pero en su mayor parte migran y los polares son insertados en las 
estructuras de las membranas en proporciones diversas. El mecanismo por el cual los 
fosfolipidos sintetizados tienen un destino especifico, no es conocido; ademas, se movilizan 
y se orientan conducidas por vesiculas en el aparato de Golgi, mecanismo en el cual 
tambien intervienen proteinas citosolicas (Lehnning et al; op. cit). 

Por consiguiente, dado que tanto la fosfolipasa sPLA 2 (3 a) del veneno de Crotalus 
durissus terrificus, como de los complejos formados por la Crotoxina A y Crotoxina B, 
dado el caso en combination con la cardiotoxina de Naja naja atra, tienen actividad 
viricida suficiente para impedir la contaminaci6n, v. gr. la proliferation del HIV-1 y del 
HIV-2 in vitro en c&ulas humanas, los solicitantes han considerado la posibilidad, luego 
justificada experimentalmente, de utilizar tanto la fosfolipasa sPLA 2 de la crotoxina como 
con el complejo de crotoxina y sus combinaciones ya mencionadas, como agentes anti 
HIV-1 yanti HIV-2. 

En apoyo a esta hipotesis de trabajo estan los datos que demuestran que la sPLA 2 -II 
se encuentra muy poco elevada en las infecciones vi'ricas, al contrario de lo que sucede en 
pacientes con sepsis y en pacientes con infecciones bacterianas no s^pticas (6), lo que 
permite pensar que la ausencia de sPLA 2 tiene que ver con cierto mecanismo de escape 
viral. Teniendo en cuenta que la sPLA 2 -II resulta esencial para la production de interferon 
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gamma (IFN-y) inducido por interleuquina 2 (IL-2) en los linfocitos (7), y dado el papel del 
IFN-y en la resistencia antiviral y antibacteriana, bien sea directamente (8), bien a trav6s de 
la induction de las denominadas c61ulas "natural killer" (NK) (9,10) se entiende el papel 
crucial de estas c&ulas en los mecanismos de resistencia antiviral, incluido el virus HIV. 
De igual manera, el IFN-y induce la production de PLAa (11, 12), lo que se traduce en la 
creation de un circuito de retroalimentaci6n, que permitiria mantener un buen estado de 
resistencia antiviral. Adem£s, teniendo en cuenta la capacidad de IFN-y para 
autoamplificarse en sitios lejanos a los de su origen (13), ello permite suponer la existencia 
de un estado sist&nico de resistencia antivirica. La informaci6n cuantitativa aqui 
documentada corresponde a datos correspondientes a: 1°) la actividad anti-HIV in vitro del 
complejo de crotoxina y de la SPLA2 y 2°) las actividades potenciadores del complejo de 
crotoxina y de la SPLA2 sobre el compartimento de c&ulas NK. 
Resumen de la invenci6n 

Es por lo tanto el objeto principal de esta invenci6n, el uso de la fosfolipasa, 
especialmente SPLA2-II, para la preparacion de composiciones farmaceuticas y/o 
cosm£ticas que comprenden cantidades efectivas de dicho complejo como agente activo en 
combination con un vehiculo biocompatible, para el tratamiento de estados infecciosos 
mediados por germenes pat6genos que expresan fosfolipidos, v.gr. glicerofosfolfpidos, 
como componentes estructurales de la membrana de los mismos 

Es otro objeto de dicha invenci6n, el uso del complejo de crotoxina para la 
preparacion de composiciones farmaceuticas y/o cosmeticas que comprenden cantidades 
efectivas de dicho complejo como agente activo en combinaci6n con un vehiculo 
biocompatible, para el tratamiento de estados infecciosos mediados por germenes 
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patogenos que expresan fosfolfpidos, v. gr. glicerofosfoh'pidos, como componentes 
estructurales de la membrana de los mismos. 

Es adem&s otro objeto de esta invention, el uso del complejo de crotoxina de 
Crotalus durissus terrificus en la preparaci6n de las composiciones farmac^uticas y/o 
cosm&icas mencionadas. 

Tambien, es un objeto de esta invencion un m&odo para el tratamiento local y/o 
sistemico de estados infecciosos mediados por gSrmenes patdgenos que comprende tratar a 
pacientes que presentan un cuadro infeccioso mediado por g&menes pat6genos secretores 
de glicerofosfoh'pidos con composiciones farmacduticas y/o cosmeticas que comprenden 
cantidades efectivas de dicho complejo. 
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

La figura 1 representa los resultados obtenidos por triple fluorescencia en citometria 
de flujo de los efectos in vitro de VRCTC-310-ONCO sobre c^lulas "natural killer" (NK) 
(CD3-CD56+CD4-CD8-) humanas aisladas de sangre perifSrica. 

La Figura 2 representa los resultados obtenidos por triple fluorescencia en 
citometria de flujo de los efectos in vitro de VRCTC-310-ONCO sobre linfocitos 
citotoxicos (LTC) (CD3+CD56+CD4-CD8+) humanos aislados de sangre periferica. 

La Figura 3 representa los resultados obtenidos por triple fluorescencia en 
citometria de flujo de los efectos in vitro de VRCTC-310-ONCO sobre linfocitos T 
"helper" (Th) (CD3+CD56-CD4+CD8-) humanos aislados de sangre perifcrica. 
Descripci6n detallada de la invenci6n 

El uso de las fosfolipasas reconoce diversas variantes en el campo de la 
farmacologia; entre ellas la SPLA2 del veneno de Crotalus durissus terrificus ya ha sido 
propuesta y utilizada en el tratamiento de neoplasias (27, 28). La presente invenci6n aporta 
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una nueva aplicaci6n de dichas enzimas, en particular de SPLA2 aislable de dicho veneno, 
basada en los resultados logrados en las experiences conducidas por los solicitantes en el 
tratamiento de ciertas infecciones, utilizando dichas enzimas como agente activo. 

Se trata entonces indistintamente del uso de dichas fosfolipasas sPLA 2 , para la 
formulacion y preparacion de composiciones farmac&iticas y cosmeticas, administrables 
por la via y los medios m£s apropiados y de acuerdo con las condiciones y el estado de los 
pacientes y las caracteristicas del agente infeccioso. De preferencia, se trata del uso de la 
SPLA2 de Crotalus durissus terrificus en la preparacion de composiciones, por ejemplo 
inyectables, inclusive con propositos preventivos. Obviamente, en todos los casos y 
situaciones, las dosis, programas de aplicacion, etc., dependerdn del estado del paciente, 
como de la virulencia del agente patogeno, agudeza de la infection, etc., condiciones 
sujetas a la interpretation y decisiones del 0 de los profesionales a cargo del caso. 

La utilizaci6n del Complejo de crotoxina y de las fosfolipasas segregadas A2 
(SPLA2) que forman parte de dicho complejo, de acuerdo con lo que aqui se describe y m&s 
adelante se reivindica, comprende la preparaci6n de composiciones indistintamente 
farmac^uticas y cosmeticas en donde intervienen como agente activo vehiculizado 
convenientemente, y coadyuvantes con la inclusi6n de excipientes, diluyentes, etc., 
comunes para la preparacion de comprimidos, cdpsulas, inyectables (intramusculares, 
subcutaneas, etc.), apositos, ungiientos, etc. En la pr&ctica, la formulacion y preparaci6n de 
dichas composiciones implica la utilizaci6n de cargas diluyentes, aglomerantes o 
disgregantes, segun el caso; acelerantes de la resorcion, lubricantes, etc. bien conocidos en 
la tecnica convencional. 

El empleo de vehi'culos Hquidos permite preparar formulaciones en solution, 
dispersiones de aplicacion, por ejemplo subcut&nea, intramuscular, parietal; composiciones 
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topicas, inclusive composiciones de liberacidn programada, sostenida o dirigidas hacia un 
organo o estructura tisular, en forma fisiologica especifica. En cada caso, la composition, 
si es necesario, se aplica en combinacidn con otros agentes terap^uticos. 

El termino "cantidad(es) efectiva(s)" utilizado en el £mbito de esta invention, est& 
relacionado con la dosis de SPLA2 administrable capaz de aliviar, eliminar los sintomas de 
los trastomos patol6gicos asociados con la permanencia y/o proliferation del agente 
patogeno: VIH, respectivamente con las dosis de SPLA2 administradas para reducir la 
patogenia (o sea, la poblaci6n del agente pat6geno) en forma programada hasta su 
cancelation. 

Una dosis tipica inocua, es decir desprovista de efectos colaterales adversos, se 
obtiene evaluando la actividad anti-VIH, determinando la concentraci6n inhibitoria minima 
(CIM), concentration correspondiente al punto de inhibicidn de la multiplicaci6n del VIH, 
tecnica bien conocida por los especialistas. 

La evaluation tambten puede ser conducida in vivo utilizando una serie de niveles 
de dosificacion mediante inyecciones, en forma peritoneal o endovenosa, o dado el caso en 
forma oral, en ratones inoculados con VIH. La actividad se mide conforme a la 
supervivencia de grupos tratados despues de la muerte de los grupos no tratados. 

En el texto siguiente, se describen experiencias conducidas por los solicitantes, con 
el proposito de investigar las propiedades viricidas del complejo de crotoxina aislado del 
veneno de Crotalus durissus terrificus, experiencias relacionadas especificamente con la 
actividad germicida del complejo de crotoxina y de la sPLA2 de dicho complejo, 
especificamente con relation a microorganismos que expresan glicerofosfolfpidos 
membranarios. 
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Eiemplo 1 

Se estudiaron los linfocitos de sangre periffrica obtenidos de donantes voluntarios 
sanos, con una edad entre los 18 y los 30 anos. Las cflulas mononucleadas de sangre 
perifSrica fueron aisladas en gradiente de densidad en Ficoll-Hypaque, de acuerdo con 
metodos clasicos, y cultivadas durante 48 hs. en presencia de 10 |ig/ml. de 
fitohemaglutinina (PHA), 1 jig/ml de VRCTC-310-ONCO, o de ambos. Tras la activaci6n, 
se tineron las celulas con anticuerpos monoclonales dirigidos contra los diferentes 
marcadores, y se determind por triple fluorescencia en citometria de flujo la expresion de 
CD69 en linfocitos T (CD3+CD56), en c61ulas T efectoras citot6xicas (CD3+CD56+) 
(Fig.3) y en c&ulas "natural killer" (NK) (CD3-CD56+) (Fig. 2). 

Para la detection de citoquinas intracelulares, las celulas fueron incubadas con 
brefeldina durante las 6 ultimas horas del cultivo y posteriormente se estudi6 la expresion 
de cada citoquina en relaci6n con la expresi6n de CD4 y CD8. Para ello, se utilizaron 
anticuerpos monoclonales marcados con FITC dirigidos contra IL-2, IFN-y, TNF-a e IL- 
10, los cuales fueron detectados mediante citometria de flujo (Fig.l). 

RESULTADOS 

En las tablas 1 a 3 se recogen los resultados referidos a la expresion de CD69 y de 
las diferentes citoquinas intracelulares evaluadas en las diferentes poblaciones de linfocitos 
estudiadas. 

Tabla 1. Efectos in vitro de VRCTC-310-ONCO sobre cdlulas "natural killer" (NK) 
(CD3-CD56+CD4-CD8-) humanas aisladas de sangre periftrica 
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% DE CELULAS QUE EXPRESAN 


GRUPOS 


CD69 


IL 2 


IFN-y 


TNF-a 


IL-10 


Control 


3,1 (19,6) 


0,7 


1 


1 


0,1 


PHA 


98(221) 


1,3 


5,8 


3,6 


0 


VRCTC 


46,7 (61) 


1,6 


0,5 


0,4 


0 


PHA+VRCTC 


99,4(288) 


2 


6,6 


1,5 


0,1 



PHA: fitohemaglutinina; IL-2; interleuquina 2; IFN-y; interferon gamma; TNF-a; factor 
alfa de necrosis tumoral/caquectina; IL-10: interleuquina 10. Los datos entre par&itesis 
indican los valores en MFC. 



Tabla 2. Efectos in vitro de VRCTC-310-ONCO sobre linfocitos citot6xicos (LTC) 
(CD3+CD56+CD4-CD8+) humanos aislados de sangre periftrica. 





% DE CELULAS QUE EXPRESAN 


GRUPOS 


CD69 


IL-2 


IFN-y 


TNF-a 


IL-10 


Control 


10,2 (76) 


1,2 


3 


2,4 


1,5 


PHA 


95 (282) 


4,4 


11,1 


6,6 


0,8 


VRCTC 


48,4(196) 


2,3 


0,3 


3,4 


0 


PHA+VRCTC 


96,6 (304) 


4,2 


10,6 


1,8 


0,3 



PHA: fitohemaglutinina; IL-2; interleuquina 2; IFN-y; interferon gamma; TNF-a; factor 
alfa de necrosis tumoral/caquectina; IL-10: interleuquina 10. Los datos entre parentesis 
indican los valores en MFC. 
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Tabla 3. Efectos in vitro de VRCTC-310-ONCO sobre linfocit s T "helper" (Th) 
(CD3+CD56-CD4+CD8-) humanos aislados de sangre periferica. 





% DE CELULAS QUE EXPRESAN 


GRUPOS 


CD69 


IL-2 


IFN-y 


TNF-a 


IL-10 


Control 


0,5(73) 


0,2 


0,6 


0,6 


0,2 


PHA 


82(210) 


2,6 


2,8 


5,1 


0 


VRCTC 


6,3 (143) 


0,8 


0,1 


0 


0,1 


PHA+VRCTC 


87,6(252) 


4,9 


5,8 


2,6 


0,4 



PHA: fitohemaglutinina; IL-2; interleuquina 2; IFN-y; interfer6n gamma; TNF-a; factor 
alfa de necrosis tumoral/caquectina; IL-10: interleuquina 10. Los datos entre parentesis 
indican los valores en MFC. 

Interpretaci6n de los resultados experimentales 

De los datos experimentales detallados en las Tablas 1 y 2 y del anilisis 
comparativo de los valores numericos acumulados en la Tabla 3, es evidente que la adicion 
de VRCTC-310-ONCO al cultivo celular provoca notables incrementos en la expresi6n de 
CD69 en c&ulas NK (Tabla 1), en c^lulas T efectoras citot6xicas (Tabla 2) y, en general, en 
toda la poblacion de celulas (T) (Tabla 3). Igualmente, la adicidn de VRCTC incrementa 
ligeramente, o cuando menos no interfiere con la inducci6n de CD69 provocada por PHA 
(Tablas 1 a 3). Esta es la primera vez que se demuestra que un veneno de serpiente, en este 
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caso Crotalus durissus terrificus, cuyo principio activo fundamental es una SPLA2, es capaz 
de provocar in vitro la expresion de CD69 en linfocitos humanos de sangre periferica. 

El receptor CD69 es uno de los antigenos de activation mas temprana en linfocitos 
humanos y murinos (21). El CD69 es inducido in vitro sobre prdcticamente todas las 
c&ulas de origen hematologico, si bien se expresa constitutivamente en monocitos, 
plaquetas y c^lulas epidermicas de Langerhans en humanos. Hoy, se considera que la 
expresion de la activaci6n del CD69 es un signo predictivo de funcionalidad linfocitaria 
tanto en sujetos sanos como en pacientes infectados por el VIH. En este sentido, existe la 
opini6n generalizada de que los linfocitos en reposo, incluidos los T CD8+ memoria, no 
expresan o expresan poco CD69. La importancia del receptor CD69 en los mecanismos de 
resistencia antiinfecciosa del huesped ha sido puesta en evidencia en diferentes modelos 
experimentales y humanos. Asi, la infeccidn experimental por Leishmania es incapaz de 
inducir la expresion de CD69 en los pacientes tratados. Si a ello le unimos el hecho de que 
VRCTC se comporta como un inhibidor de la expresion intracelular de TNF-a, 0 cuando 
menos no provoca la expresion de esta citoquina (Tablas 1-3), y que esta citoquina juega un 
desagradable papel promotor de la replication del VIH y de la apoptosis de c^lulas NK, se 
comprenden mejor los efectos beneficiosos que podrian derivarse del tratamiento con 
VRCTC en SIDA y en otras infecciones que cursan con incrementos en la producci6n de 
esta citoquina. 

Finalmente, el comportamiento en la expresi6n intracelular de citoquinas bajo los 
diferentes estimulos ensayados muestra el mismo patron en todas las celulas analizadas 
(Tablas y Figs. 1-3), demostrando asi la habilidad de VRCTC para activar tanto las celulas 
NK como linfocitos T, sobre todo de aquellos dotados de funciones efectoras citot6xicas. 
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Teniendo en cuenta el papel fundamental de las PLA2 en la actividad citotoxica de cSlulas 
NK (17-20), no es de extrafiar, por tanto, los efectos mostrados por VRCTC sobre las 
celulas efectoras citot6xicas, bien que estas sean NK o linfocitos T. 

De la informacibn detallada en el texto precedente, complementada con los datos y 
conclusiones que surgen del Ejemplo 1 y de los valores resumidos en las Tablas 
precedentes, es evidente que VRCTC se comporta in vitro como un agente antimicrobiano 
con un doble mecanismo de accidn: a) un efecto germicida directo ejercido sobre las 
membranas de bacterias, virus y par&sitos y b) un efecto inmunomodulador basado 
fundamentalmente en su capacidad para inducir la expresi6n de CD69 y para mitigar la 
production de citoquinas proinflamatorias inmersas en la replicaci6n de ciertos virus, como 
por ejemplo VIH, coincidencias y conclusiones que avalan la novedad del objeto 
caracterizado en las reivindicaciones siguientes: 



